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(57) Abstract: The invention relates to the processing of very small quantities of samples, i.e.. carrying out chemical or enzymatic 
^= reactions, purification processes or analyses, in small quantities of liquids in the order of one microlitre and less, especially for very 
5= large numbers of samples in simultaneous processes. The aim of die invention is to reduce the container wall contact surfaces, which 
^= grow disproportionately with the smallest quantities of liquid, and their mainly disadvantageous influences by using standing (or 
hanging) droplets as microreactois for the processing. The droplets rest on easily wettable (lyophilic) anchors in surfaces which are 
otherwise not easily wettable (lyophobic). and therefore have a well-defined wall contact surface. The anchors can be passivated as 
desired or made smface-acnve, the latter in order to assist certain processing steps. It is also possible to integrate electrical, optical, 
fluidic or other microstructured elements into the support to assist the processing. The invention relates to the basic method for 
^ processing in die droplets and to the supports configured accordingly. 
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(57) Zusammenfassung: Die Erfmdung betrifft das Prozessieren von kleinsten E^robenmengen. also das Ausfiihren von chemischen 
oderenzymatischen Reaktionen, von Aufteinigungen oder von analytischen Untersuchungen. in kleinsten Flussigkeitsmengen in der 
Grdfienordnung von einem Mikroliter \md darimter. insbesondere fiir sehr grofie Anzahlen von Proben in simultanen Prozessen. Die 
Erfindung besteht darin, die bei kleinsten Fliissigkeitsraengen disproportional wachsenden Behalterwandkontaktflachen mit ihren 
groQtenteils schadlichen Einfliissen durch die Verwendimg von stehenden (oder hangenden) Tropfchen als Mikroreaktoren fiir das 
Prozessieren zu veningem, wobei die Tropfchen auf benetzungsfireundlichen (lyophilen) Ankem in ansonsten benetzungsfeindlichen 
(lyophoben) Oberflachen aufsitzen und daher eine wohldefiniene WandkontaktflSche besitzen. Die Anker konnen in gewiinschter 
Weise passivien oder auch oberHachenaktiv gemacht werden. letzteres, 
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uxn bestiminte Prozessieningsschritte zu unterstiitzen, Es ist auch moglich, elektrische, optische, fluidische Oder andere mikrostruk- 
tuiierte Elemente in den Trager zu integrieren, um das Prozessieren zu unterstutzen. Die Erfindung betrifft das grundlegende Ver- 
fahren der Prozessiening im aufsitzenden TnSpfchen und entsprechend ausgcscaltete Trager. 
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Prozessieren von Proben in Losungen mit definiert Kleiner Wandkontaktflache 



10 

Die Erfindung betrifft das Prozessieren von kleinsten Probenmengen, also das Ausfuhren von 
chemischen oder enzymatischen Reaktionen, von Aufreinigungen oder von analytischen 
Untersuchungen, in kleinsten Flussigkeitsmengen in der GroBenordnung von einem Mikroliter 
15 und darunter, insbesondere fur sehr grofie Anzahlen von Proben in simultanen Prozessen. 

Die Erfindung besteht darin, die bei kleinsten Flussigkeitsmengen disproportional wachsen- 
den Behalterwandkontaktflachen mit ihren groBtenteils schadlichen Einfliissen durch die 
Verwendung von stehenden (oder hangenden) Tropfchen aJs Mikroreaktoren fur das Prozes- 
sieren zu verringem, wobei die Tropfchen auf benetzungsfreundlichen (lyophilen) Ankem in 

20 ansonsten benetzungsfeindlichen (lyophoben) Oberflachen aufsitzen und daher eine wohldefi- 
nierte Wandkontaktflache besitzen. Die Anker konnen in gewunschter Weise passiviert oder 
auch oberflachenaktiv gemacht werden, letzteres, um bestimmte Prozessierungsschritte zu 
unterstutzen. Es ist auch mogiich, elektrische, optische, fluidische oder andere mikrostruktier- 
te Elemente in den Trager zu integrieren, um das Prozessieren zu unterstutzen. Die Erfindung 

25 betrifft das grundlegende Verfahren der Prozessierung im aufsitzenden TrQpfchen und ent- 
sprechend ausgestaltete Triger. 

Stand der Technik 

Es ist charakteristisch fur die modeme Biochemie und Molekularbiologie, dass Proben zu 
30 Hunderten oder sogar Tausenden simultan prozessiert werden. Unter "Prozessieren" soli hier 
ganz allgemein das Ausfuhren von chemischen oder enz>'matischen Reaktionen. von physika- 

- 1 - 
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lischen Verandenmgen wie Ausfallen oder Binden an Teilchen oder Oberfiachen, von pH- 
gesteuerten, elektrochemischen oder theraiischen Verandenmgen wie beispielsweise Denatu- 
rierung von DNA, von Beseitigen von Losungsbestandteilen durch Waschungen oder lonen- 
austausch bis bin zu analytischen Untersuchungen vielfaltigster Art verstanden werden. Es 
5 kann sich dabei um eine einzige komplexe Probe handeln, die gleichzeitig vielen verschieden- 
artigen Prozessierungen unterworfen wird, beispielsweise Tausenden von verschiedenartigen 
SNP-Analysen (SNP = Single Nucleotide Polymorphism), um eine detaillierte Genotypisie- 
rung zu erhalten. Es kann sich aber auch um Tausende von verschiedenartigen Proben han- 
dehi, die simultan, doch voneinander streng getrennt einem einzigen Prozessierungsverfahren 
10 unterworfen werden. Beispielsweise konnen Tausende von Gewebeproben verschiedener 
Herkunft auf ein einziges, fehlgebildetes Protein hin untersucht werden, um eine bestimmte 
Krankheit in vielen Patienten simultan zu diagnostizieren. Auch Mischformen sind moglich, 
charakteristisch bleibt aber das simuitane, vielspurige Prozessieren. 

Ein sichtbarerer Exponent dieser Entwicklung ist die sogenannte Mikrotiterplatte mit ihren 
15 zunachst 96, dann 384 und jetzt 1536 Reaktionsgefafien. In jungster Zeit wurde eine Nano- 
Well™-Platte mit 3456 ReaktionsgefSBen vorgestellt. Eine Erhohung dieser Anzahl ist nur 
eine Frage der Zeit und der zur Verfugung gestellten Werkzeuge ftlr das Prozessieren. Fiir die 
bisher ublichen Mikrotiterplatten sind entsprechende Pipettier- und Bearbeitungsroboter mit 
Ablagesystemen fur viele Mikrotiterplatten, mit Multipipettenkdpfen und Mehrfachdispenser- 
20 systemen entwickelt worden. 

Ein anderer sichtbarer Exponent ist die Entwicklung von Prozessierungs-Chips, die sich die 
Entwicklung elektronischer Mikrochips mit ihrer zunehmenden Beherrschung von Mikro- 
strukturen auch fiir die Miniaturisierung der biochemischen Prozessierung zunutze macht. Die 
Entwicklung hier ist vielfdltig, vom relativ einfachen Aufbringen von Tausenden von inmiobi- 
25 lisierten Reaktionspartnem wie DNA-Fragmenten oder Antikorpem bis hin zu miniaturisier- 
ten Laboratorien auf den Chips (so genannte "Lab-on-the-chip"-Technologie). 

Als Beispiel sei hier die Entwicklungen von DNA-Chips zur hochparallelen Genexpressions- 
analyse oder fur die klinische Diagnose genannt. Solchen Chips wird in der nahen Zukunft 
eine besonders hohe wirtschaftliche Bedeutung zugemessen. In den USA wird fxir DNA-Chips 
30 ein Marktvolumen von uber eine Milliarde Dollar bereits fiir das Jahr 2001 erwartet. Es ist zu 
erwarten, dass in naher Zukunft auch Proteinchips hergestellt werden, die verglichen mit DNA 
eine grofiere FunktionalitSt aufweisen. Naheliegende Anwendungen sind hier AntikQrperchips 
fiir die schnelle und multiple Krankheitsdiagnose. Fiir Proteinchips ist ein ebenbfirtiger, wenn 
nicht noch groBerer Markt zu erwarten, wie fur DNA-Chips. 

35 Die benotigten Mengen an Probenmolekiilen fur die chemische, enzymatische und analytische 
Prozessierung sind dabei inuner geringer geworden, die Prozessierung ist langst vom Nano- 
molbereich in den Pico-, Femto- und sogar Attomolbereich vorgedrungen. NachteiUg ist aber. 
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dass mit der fortschreitenden Verkleinerung der prozessierten Flussigkeitsmengen der relative 
Wandanteil der umschlieBenden Cavitaten in Bezug auf das Volumen immer groBer wird. 
Damit werden chemische imd physikalische Einfliisse der Cavitatswande auf das Prozessie- 
rungsgeschehen immer kritischer. Ein einziger Quadratmillimeter Wand kann ein voiles Pi- 
5 comol an biochemischem Analyt in einer monomolekularen Schicht adsorptiv binden und 
unter ungiinstigen Umstanden der weiteren Behandlung vollstandig entziehen. 

Die Ausbildung der Oberflachen von biochemischen Geratschaften ist entscheidend fur den 
analytischen Erfolg in der biochemische Spurenanalytik. Als ein Beispiel fur den storenden 
Einfluss adsorptiver GefaBwande sei hier die massenspektrometrische Analyse eines Proteins 
10 aus einer Trennung durch 2-dimensionale Gel-Elektrophorese angefuhrt, jedoch herrschen 
nicht nur in der Proteomik, sondem auch in den weiteren Gebieten der Genetik und der Meta- 
bolomik ahnliche Verhaltnisse. 

Die Proteine werden nach ihrer Trennung im Gel angefarbt, kleine Gelstucke mit dem Protein 
von Interesse werden um den Farbepimkt herum ausgeschnitten oder ausgestanzt. Die Gelstii- 

15 eke werden in ein kieines GefaB gegeben und dort entfarbt. Auffiillen mit einer Enzymlosung 
(beispielsweise Trypsin) fuhrt zu einem gezielten Verdau an durch das Enzym vorgegebenen 
Schnittstellen. Die Verdaupeptide haben bei Anwendung von Trypsin ein mittleres Moleku- 
largewicht von etwa 1000 atomaren Masseneinheiten. Diese Peptide konnen im Gel diffundie- 
ren, sie wandem durch Diffusion langsam aus dem Gel in die umgebende Flussigkeit und 

20 konnen, nach Entnahme einer Flussigkeitsmenge und Ubertragung auf einen Probentrager, 
massenspektrometrisch untersucht werden. 

Dabei interessieren nicht nur die sehr konzentriert vorkommenden Proteine, die in Mengen 
von etwa 10 bis 100 Picomol im Gel enthalten sind. Es interessieren haufig besonders die 
Proteine kleiner Konzentrationen, die nur mit 10 bis 100 Femtomoi vorhanden sind. Wenn 

25 nun ein Verdaupeptid von beispielsweise 20 Femtomoi Menge in 20 Mikroliter umgebende 
Flussigkeit austritt, werden die einzelnen Verdaumolekiile dabei in der Flussigkeit umher- 
schwimmen und dabei auch mit der Wand des Gefafles in Beriihrung kommen. Diese Flussig- 
keitsmenge von 20 Mikrolitem hat in einem kleinen Gefafi von etwa drei Millimetem Durch- 
messer eine Wandberiihrungsflache von etwa 40 Quadratmillimetem. Ist diese Wand adsorp- 

30 tiv fur eines der Verdaupeptide, so kann sie sich leicht monomolekular mit diesem Verdau- 
peptid bedecken. Dabei kann sie in einer einzigen monomolekularen Bedeckungsschicht 
insgesamt etwa 40 Picomol an Verdaupeptid des Molgewichts von 1000 atomaren Massen- 
einheiten aufnehmen, also etwa das 2000-fache dessen, was in unserem Beispiel iiberhaupt in 
der Losung zur Verfiigung steht. Selbst wenn die Adsorptivitat der GefaBwand durch geeigne- 

35 te MaBnahmen auf ein Tausendstel reduziert werden konnte, wiirde immer noch das interes- 
sierende Verdaupeptid vollstandig adsorbien werden konnen. und es ware durch keine MaB- 
nahme mehr wieder in Losung zu bringen. 
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Das hier gerechnete Beispiel von 20 Mikrolitem Probelosung betrifft aber eine Probenmenge, 
die heute als groB erachtet wird. Geht man auf einen Mikroliter oder sogar 100 Nanoliter fiber, 
so steigen die Einfliisse der Wandkontakte nochmals dramatisch an. 

Es ist eine oft geh5rte Meinung, die Adsorptivitat einer Wand konne durch Hydrophobisie- 
5 rung herabgesetzt werden. Das ist falsch. Fur die Herabsetzung der Adsorptivitat genugt es 
nicht, die Oberflache benetzungsabweisend (hydrophob) flir die Analytlosung zu machen, im 
Gegenteil, die Hydrophobic bindet hydrophobe und amphiphile Analytmoiekule in grofierem 
Mafie. 

Die zwanzig Aminosauren, aus denen alle Proteine bestehen, haben ganz verschiedenartige 
10 Eigenschaften. Drei der Aminosauren sind basisch, zwei sind sauer, sieben sind zwar che- 
misch neutral, aber durch 0H-, SH- oder CONHi-Gruppen hydrophil. Acht Aminosauren 
aber, also 40 % aller ArainosSuren, sind neutral und hydrophob! Sie haben alkylierte oder 

aromatische Seitenketten und zeigen lip.ophilen Charakter. 

Die Verdaupeptide unseres Beispiels werden einen mehr oder weniger groBen Anteil an die- 
15 sen hydrophoben Aminosauren enthalten. Befinden sich mehrere hydrophobe Aminosauren 
nebeneinander in der Poiymerkette des Peptids, so zeigt sich hier eine deutlich uberwiegende 
Hydrophobic, oder zumindest eine Amphiphiiie mit tensidem Charakter. Diese Peptide binden 
sich entweder durch sogenannte "hydrophobe Bindungen" aneinander und hydrophilisieren 
sich so gegenseitig nach auBen (was bei den geringen Konzentrationen in nur sehr geringem 
20 MaBe eintritt) oder sie sammeln sich (wie Tenside) bevorzugt an der Oberflache der Losungs- 
flussigkeit. Treffen sie auf eine hydrophobe Wandflache, so werden sie auch hier durch hyd- 
rophobe Bindungen adsorbiert. Dieser Effekt ist die Grundlage der hydrophoben Assoziations- 
Chromatographie. 

Fiir diese hydrophoben Analytpeptide ist es besser, ein GefaB mit stark benetzbarer Oberfla- 
25 che zu benutzen, also eine eher stark hydrophile Oberflache. Diese Oberflache ist in der Regel 
mit ziemlich fest gebundenen Wassermolekiilen belegt. Es besteht daher auch nicht die Gefahr 
einer Adsorption von hydrophilen Analytmolekulen, zumal diese in der Regel auch in der 
Losung mit Wassermolekulen umgeben sind, GefaBe mit hydrophilen Oberflachen bieten aber 
die Gefahr von Randverschmutzungen an der Grenzflache des Flussigkeitsspiegeis. Die hy- 
30 drophile Oberflache fuhrt zu sich standig ausweitender Benetzung, zu einem Kriechen der 
Fliissigkeit. Durch Volumenveranderungen, beispielsweise durch leichtes Eintrocknen, kann 
es hier zu Ablagerungen, Auskristallisationen, Verkrustungen und anderen Randerscheinun- 
gen kommen, denen vemunftig nur durch laufend steigende FlOssigkeitsmengen wahrend des 
Prozessierens zu begegnen ist. Gerade ftir das Prozessieren von immer kleineren Probenmen- 
35 gen in immer kleineren Flussigkeitsmengen sind diese Randerscheinungen sehr nachteiiig. 
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Aufgabe der Erfindung 

Es ist die Aufgabe der Erfindung, Verfahren und Vorrichtungen fur das Prozessieren von 
Proben in kleinen Flussigkeitsmengen von etwa einem Mikroliter und darunter zu finden, die 
die GefaBwandkontaktflachen in ihrer Grofie sehr klein halten, dabei aber diese Flachen unab- 
5 hangig von Schwankungen des Flussigkeitsvolumens exakt definieren, und es so erlauben, 
diese kleinen GefaBwandkontaktflachen durch Oberflachenpraparationen definiert in die 
Prozessierung einbeziehen zu k6nnen. 

Kurze Beschreibung der Erfindung 

Die Erfindung bezieht sich auf Verfahren und Vorrichtungen ftir das Prozessieren von Pro- 
10 benmolekulen in kleinen Mengen von Flussigkeiten. Die Erfindung besteht in einem ersten 
Aspekt darin, die Probe in einem Tropfen zu prozessieren, der frei auf einem benetzungs- 
freundlichen (hier ganz allgemein als lyophil bezeichneten) Anker in einer benetzungs- 
feindlichen (lyophoben) Umgebung einer Unterlage steht oder an ihm hangt. In einem weite- 
ren, zweiten Aspekt betrifft die Erfindung die Durchfiihrung von Reaktionen, insbesondere 
15 chemischen und biologischen Reaktionen, in der fliissigen Phase unter Verwendung der erfm- 
dungsgemaflen Verfahren und Vorrichtungen. 

Der durch Oberflachenspannung zusammengehaltene Tropfen, der lyophile Anker, der ly- 
ophobe Rand des Ankers und das den Tropfen umgebende Gas bilden also einen Mikroreak- 
tor, in einer bevorzugten Ausfiihrungsform fast wandfreieh Mikroreaktor flir das Prozessieren. 

20 Die Unterlage wird hier Trager genannt. Der Trager kann beispielsweise eine Platte in Grofle 
einer Mikrotiterplatte, aber auch ein Chip sein, beispielsweise auf Silizium-, Glas-, oder 
Kunststoffbasis. Der Chip kann neben den Ankem auch elektronische, fluidische oder andere 
mikrostrukturierte Elemente enthalten. Bei richtiger Wahl des Tropfchenvolumens, der An- 
kergroBe, und des Lyophobie-Unterschiedes zwischen Anker und Umgebung benetzt das 

25 Tropfchen sehr scharf nur den Anker, nicht aber die lyophobe Umgebung. Im Gegensatz zur 
Lever-Methode eines frei schwebenden TrSpfchens existiert bei dem erfindungsgemaBen 
Verfahren eine kleine, definiert groBe und definiert benetzte Wandflache, die durch geeignete 
Funktionalisierung in die Prozessierung einbezogen werden und bestimmte Aufgaben Uber- 
nehmen kann. 

30 Die Erfindung betrifft sowohl das Verfahren der Prozessierung im aufsitzenden Tropfen wie 
auch die Trager mit lyophilen Ankem bestimmter Belegungs- und Ausfiihmngsarten in ly- 
ophober Umgebung als Vorrichtung fur dieses Prozessieren. Der Anker ist dabei bevorzugt 
ein ebener Teil einer ebenen Oberflache des Tragers, kann aber auch ftir besondere Zwecke 
eine konvexe oder konkave Form haben. Generell ist auch eine Ausbildung des Ankers als 

35 dreidimensionale Struktur im Rahmen der vorliegenden Erfindung. Diese dreidimensionale 
Struktur kann dabei sowohl als eine Erhohung als auch als eine Vertiefung gegeniiber der den 
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Anker umgebenden TrageroberflSche ausgebildet sein. Wesentlich fiir die Erfmdung ist die 
Konstanz der Benetzungsflache, die durch den Anker vorgegeben ist. (Trager mit hydrophilen 
Ankem in hydrophober Umgebung fiir das Aufbringen von MALDI-Proben fur die Mas- 
senspektrometrie, jedoch ohne jedes chemisch-physikalische Prozessieren auBer Trocknen, 
5 sind aus DE 197 54 978 bekannt. Bine Beiegung der hydrophilen Anker/mit lonenaustau- 
schem ist als DE 199 23 761 angemeldet.) 

Es kann auf einem Trager eine auBerordentlich hohe Anzahl an erfindungsgemaCen Mikrore- 
aktoren fur die Prozessierung untergebracht werden. Selbst bei relativ groBen Volumina von 
500 Nanolitem, die Tropfen mit etwa einem Millimeter Durchmesser ergeben, konnen auf 

10 einem Trager der Grofle einer Mikrotiterplatte mit einem Rasterabstand von 1,5 Millimetem 
3456 Tropfen untergebracht werden. Modeme Piezodispenser konnen aber wohl definierte 
Tropfchen wesentlich geringerer Volumina erzeugen, so dass auch noch wesentlich hohere 
Tropfchendichten erreichbar sind. Mit Tropfchen von je 170 Nanolitem, die einen Durchmes- 
ser von etwa 0,7 Millimetem haben, ist bei 1,125 Millimeter Rasterabstand eine Beiegung mit 

15 6 1 44 Mikroreaktoren moglich. 

Nach erstem Probenauftrag erfolgt die weitere Zugabe von Substanzen wie L6sxmgsmittehi, 
ReaktionslOsimgen oder Regulationssubstanzen vorzugsweise beriUmmgslos, um zusatzliche 
Wandkontakte und damit yerbundene Storungen auszuschliefien. Hierfur eignen sich prinzi- 
piell folgende Methoden: (a) die Zugabe von beliebigen Losungen durch beriihrungsloses 

20 Dispensieren, (b) die Zugabe reinen Losungsmittels mittels Kondensation aus iibersattigter 
Dampfphase durch den Einsatz einer Feuchtigkeitskammer oder eines unten beschriebenen 
Verteilerdeckels, (c) die Zugabe von gasfbrmigen Reaktanten oder Regulationssubstanzen aus 
der umgebenden Gasphase, und (d) die Zugabe von Reaktionslosungen oder Losungsmitteln 
durch einfaches Aufspriihen, wobei sich die Flussigkeit von den lyophoben Flachen auf die 

25 lyophilen Flachen und somit zu den Probentropfchen zuriickzieht. Bei Mikrodispensem wer- 
den analog zur Tintenstrahldrucktechnik kleinste Flussigkeitstropfen beriihrungslos auf das 
Zielsubstrat platziert, wobei sich wohldefinierte Tropfchen mit Volumina von etwa 50 bis 100 
Picoliter erzeugen lassen. Nicht beruhrungsfreies Auftragen kann (e) durch einfaches Tauchen 
der Trager geschehen, beispielsweise um einen Grundauftrag mit Reaktanten vor dem eigent- 

30 lichen Probenauftrag zu erhalten, aber auch (f) durch Vielfachpipettenkopfe, (g) durch Stem- 
pel ("Pin-Tools") oder (h) durch fluidische Schaltungen auf dem Chip, die dem Tropfchen 
Flussigkeiten durch den Anker hindurch zuflihren kSnnen. Durch die unten beschriebene 
Kontaktiibertragung von Tropfchen von einem Trager zum anderen konnen auch nicht beriih- 
rungsfreie Auftragimgsarten auf saubere Zwischentrager ohne Verschmutzung der Pipetten, 

35 Stempel, oder fluidischen Zubringerkanale eingesetzt werden. (Aus DE 196 28 178 ist das 
Auftragen von Proben mit Vielfachstempeln oder Vielfachpipetten auf MALDI-Probentrager 
in MikrotiterplattengroBe bekannt). 
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Durch vorsichtiges Umdrehen von Tragem kQnnen die dann hSngenden Tropfen auch in di- 
rektem Kontakt oder durch gezieltes Abschutteln synchron von einem Trager zum anderen 
ubertragen werden, so dass verschieden fuinktionalisierte Trager nacheinander oder nicht 
beriihnmgsfreie Zubringersysteme ohne Versclixnutzungsgefahr benutzt werden konnen. 

5 Die lyophilen Anker konnen in vielfiltiger Weise fiinktionalisiert werden. So kSnnen Analyt- 
moiekule an geeignet praparierten Ankem durch Adsorption (beispielsweise an C18-praparier- 
ten Ankem), durch chemische Bindungen, durch Hybridisierung (DNA) oder durch Antikor- 
perbindungen voriibergehend oder dauemd immobilisiert werden. Im immobilisierten Zustand 
konnen sie Reaktionen unterworfen, hybridisiert, enzymatisch veriSngert oder verkiirzt, oder 

1 0 einfach nur durch Waschen von Bestandteilen der Reaktionslosung befreit werden. Es konnen 
beispielsweise aber auch Schichten zur langsamen Abgabe von Reaktantmolekiilen oder zum 
Fangen schadlicher Reaktionsprodukte oder bestimmter Verschmutzungen aufgebracht wer- 
den, beispielsweise konnen lonenaustauscher zum Einfangen von Metallionen dienen. Die 
Anker kSnnen aber auch in ihrer physikalischen Ausformung in besonderer Weise fur die 

15 Analyse vorbereitet sein, beispielsweise durchsichtig oder spiegebid fiir spektrometrische 
Untersuchungen, oder sogar mil elektronischen, fluidischen, optischen und/oder mikromecha- 
nischen Elementen versehen auf einem Chip fur oberflachenanalytische oder optische Verfah- 
ren. 

Die Tropfchen konnen in gesattigtem Losungsmitteldampf iiber langere Zeit vor dem Ein- 
20 trocknen bewahrt werden. Mit eng schlieBenden Deckeln lassen sich die TrSger auch inkubie- 
ren, oder sogar, etwa fur PCR-Amplifikationen, Temperaturzyklen unterwerfen. Die Deckel 
konnen auch mit Einrichtungen fUr die gleichmSBige Zufuhrung gasformiger Reaktant- oder 
Regulationssubstanzen versehen sein. 

Teiltrocknungsprozesse in trockener Luft erzeugen in den Tropfchen sehr schnelle und unre- 
25 gelmaiJige Wirbelstromungen, diese bilden einen auBerst effektiven Mischprozess, der fur die 
Beschleunigung von Reaktionen ausgenutzt werden kann. 

Die Proben konnen teils in fliissigem, teils in getrocknetem Zustand in vielfaltiger Weise 
analysiert werden, beispielsweise colorimetrisch, absorptionsspektrometrisch (auch im UV 
oder IR), fluoreszenzspektrometrisch, radiographisch oder massenspektrometrisch. Insbeson- 
30 dere konnen auch sehr empfmdliche oberflachenanalytische Verfahren eingesetzt werden, wie 
beispielsweise "Surface Plasmon Resonance" oder "Surface Acoustic Waves". 

Durch Trocknen oder Einfrieren konnen die Proben auch fur langere Zeit lagerfahig gemacht 
werden. 

Die Durchfiihrung von Reaktionen, insbesondere chemischen und biologischen Reaktionen, in 
35 der fliissigen Phase unter Verwendung der erfmdungsgemaBen Verfahren und Vorrichtungen 
ist in ihren verschiedenen hierin offenbarten Ausfuhrungsformen mit einer Vielzahl von iiber- 
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raschenden Vorteilen verbunden und erlaubt die Durchfiihrung von Reaktionen, die als solche 
bisher nicht zuganglich waren. So z.B. die Bestimmung der Interaktionen von Biomolekiilen 
in den Tropfen. Dabei kann ein Reaktionspartner in dem Tropfen deponiert sein und ein Reak- 
tionspartner zugegeben werden unter Verwendimg der verschiedenen hierin beschriebenen 

5 Techniken wie Kontaktubertragung und dergleichen . Da es fast keine Wande gibt an die 
diese Biomolekule adsorbieren kSnnen und der Tropfen erfindungsgemSB ein kleines Volu- 
men hat, ist die Nachweisempfindlichkeit sehr sensitiv. Es ist auch mSglich, dass geringe 
Mengen von kostbaren oder nur in geringen Mengen zuganglichen Materiaiien (z.B. Proteine) 
in den Tropfen deponiert werden. Ein zweiter Reaktand, oder auch ein dritter, wenn bei- 

10 spielsweise ein Homo- oder Heteroduplex in dem Tropfen verbracht ist, kann beispielsweise 
mit Tintenstrahldrucktechnik ebenfalls in einem kleinen Volumen in den Tropfen eingebracht 
werden. Ein wesentlicher Vorteil liegt hier in der erreichbaren Empfindlichkeit, die mit ge- 
genwartigen Behaltem in Mikrotiterpiatten nicht eneichbar ist, da immer wieder Proteine 
Affinitaten zu Oberflachen aufweisen, und in den geringen Voiumina, in denen gearbeitet 

15 werden kaim. 

Die geringen Screeningvolumina sind eine Gegebenheit, welche fur die Pharmaindustrie von 
sehr groflem Interesse ist, da man beispielsweise einen ganzen Assay eines High Throughput 
Screening Verfahrens in einem Tropfen, der nur wenige nl (normalerweise mehrere ^l, ty- 
pisch sind mindestens 10^1) enthait, unterbringen kann. Die kostbaren Substanzbibliotheken, 

20 werden nur in einem bestimmten Konzentrationsbereich (beispielsweise nanomolar) in einem 
Screening eingesetzt, da nur dann davon auszugehen ist, dass diese Substanzen oder Derivate 
davon auch als Wirkstoffe erfolgreich sind. In den Substanzbibliotheken sind oft, und wenn 
uberhaupt, in geloster Form nur wenige ml vorhanden, mit denen eine endliche Anzahl von 
Screeningansatzen durchgefiihrt werden kann. Neben alien moglichen und limitieren Adhasi- 

25 onseffekten, die in dem wandoptimierten ReaktionsgefaB, wie es der hierin offenbarte Mikro- 
reaktor darstell, nicht auftreten, bietet die in der Erfmdung beschriebene Technologie die 
Moglichkeit, viel mehr Screeningansatze mit einer bestinraiten einzelnen Substanz oder einer 
Substanzbibliothek durchzuftihren, als dies nach dem Stand der Technik derzeit moglich ist. 

30 Es ist im Rahmen der vorliegenden Erfindung auch moglich, das Tropfenvolumen so zu opti- 
mieren, dass nur einzelne Zellen darin enthalten sind oder immobilisiert werden konnen. 
Damit wird eine neue Einzelzellanalytik, moglich, die beispielsweise eine genaue Untersu- 
chung von Stofftransfer aus der Losung in das biologische System Zelle ermoglichte (Einzel- 
zell-Volumentransport). Auch zwei Zellen und deren Kommunikation miteinander konnen in 

35 einem Tropfen , der nur zwei Zellen fasst (eine Zelle deponiert, eine Zelle wird dazugegeben) 
erfasst und studien werden. Dabei kann die Zelle oder der Zellverband in der Losung frei 
umherschwimmen. Hiermit ist auch die Moglichkeit eines Einzeizell in vivo HTS Assays 
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gegeben. Das Volumen konnte auch eine genau definierte Anzahl Viren oder Biomolekulen, 
vorzugsweise Proteine oder Antikorper (auch zum Zwecke des Anfarbens bestimmter Zellbe- 
reiche), aber auch DNA und Analoge wie beispielsweise PNA (peptide nucleic acid) oder 
LNA (locked nucleic acid) sowie RNA oder Chemikalien, beispielsweise Wirkstoffe aus 
5 Substanzbibliotheken (z.B. Agonisten und Antagonisten fur Zell-Zell-Wechselwirkungen, 
enthalten, die mit einer einzelnen Zelle in Kontakt treten . 

Genereil ist zu sagen, das in den hierin beschriebenen, wandoptimierte Behalter darstellenden 
Mikroreaktoren Studien moglich sind, die in herkommlichen Wandbehaltem nur sehr schwer 

10 zu erschliefien sind. Das adsorptive Problem ist bereits geschildert, aber in den Behaltem ist 
es auch moglich, Proteine in einer nativen Form zu halten und somit vollkonmien funktionale 
Assays unter nativen Bedingungen durchzufuhren, da in jedem Tropfen die nativen Bedingun- 
gen fur jedes Biomolektil eingestellt werden kOnnen, da das Risiko einer Mififaltimg der 
Proteine, wie dies beispielsweise durch die Adsorption oder Anbindung an eine Oberflache 

1 S passieren kann, minimiert ist. 

In einem weiteren Aspekt der Erfindung betriflft diese die Verwendung der erfindungsgema- 
Ben Vorrichtung und des erfindungsgemafien Verfahrens, insbesondere in der Auspragung, 
dass diese(s) zur Durchfiihrung von FlUssig-FIussig-Reaktionen verwendet wird, fiir solche 
Verfahren, insbesondere Screening-Verfahren, bei denen sehr kleine Flussigkeitsmengen 

20 verwendet werden. Sehr kleine Flussigkeitsmengen umfassen hierin insbesondere den Bereich 
von 10 pi bis 10 nl sind jedoch sowohl nach oben wie nach unten nicht auf diesen Bereich 
beschrankt. Dieser Verwendung liegt die uberraschende Erkenntnis zugrunde, dass durch den 
Fliissigkeitstropfen des Mikroreaktors, insbesondere wenn dieser an dem Trager hangend 
eingesetzt wird, als optische Linse genutzt (Linsen- oder Fokussierungseffekt) werden kann. 

25 hifolge dieser Eigenschafl kann der Mikroreaktor sowohl als Reaktionssystem als auch als 
Detektionssystem verstanden werden, macht er doch besonders bei der Verwendung von Licht 
auf der Seite des Detektionssystems weitere Vorrichtungen wie Verstarker oder Abschwacher 
etc. uberflussig bzw., erlaubt die Aufhebung von Grenzen der Miniaturisierung von Reaktio- 
nen wie beospielsweise Screeningverfahren, wie sie bisher infolge der Beschranktheit der 

30 Moglichkeiten des Detektionssystems bestanden haben. Typische Detektionssysteme, bei 
denen dieser Effekt genutzt werden kann, sind Absorptions-, Reflexions- OberflSchenplas- 
moniesonanenresonanz- und Fluoreszenzsysteme. 

Bei Verwendung der erfindungsgemafien Vorrichtungen, d.h. des Mikroreaktors sowie des 
35 Tragers mit iyophilem Anker, bzw. dem erfindungsgemafien Verfahren kann vorgesehen sein, 
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dass der Schritt der Prozessierung bzw. das in dem Tropfen ablaufende Reaktionsgeschehen 
auch einen Trocknungsschritt umfasst, Dabei wird der Tropfen typischerweise auf der lyopho- 
ben Oberflache eingetrocknet, so dass der Tropfen auf einen kleinen Punkt, bevorzugterweise 
den lyophilen Anker aufkonzentriert wird. Der Grad der Konzentrierung kann bis zum voU- 
5 stSndigen Eintrocknen reichen. Dem Eintrocknungsschritt kann sich ein oder mehrere Reakti- 
onsschritte anschlieUen, bei dem/denen das Tropfenvolumen erhoht wird, gleich bleibt oder 
verringert wird. Dabei konnen dem eingetrockneten Tropfen bzw. der/den darin enthaltenen 
Verbindungen weitere Verbindungen zugesetzt werden, die, beispieisweise, zu einer weiteren 
Reaktion, zum Nachweis, zur Stabilisierung etc. der Verbindung oder ihren Derivaten und 

10 Reaktionsprodukten fuhren konnen. Infolge der mit der Eintrocknung verbundenen Auflkon- 
zentrierung erhdht sich ganz allgemein die Nachweisgrenze. Das den Eintrocknungsschritt 
umfassende erfmdungsgemafle Verfahren eignet sich prinzipiell fur jeden Trager mit lyophi- 
lem Anker bzw. fur eine jegliche Verbindung, insbesondere auch fiir Biochips. Das Verfahren 
eignet sich des weiteren auch fiir Biomolekiile, die ausgewahh sind aus der Gruppe, die DNA, 

15 RNA, Analoge davon und Peptide bzw. Protein und Analoge davon umfasst. Verfahren zum 
Eintrocknen von Flussigkeitstropfen sind den Fachleuten bekannt und konnen in Abhangig- 
keit von der Art der in dem Tropfen enthaltenen bzw. den diesen ausbildenden Verbindungen 
in geeigneter Weise bestimmt werden. 

Beispielhaft sei hier die emeute Inkubierung einer auf einem Anker eingetrockneten DNA mit 
20 RNA beschrieben. Durch die gezielte Verteilung eines einzelnen RNA enthaltenden Tropfens 
von n X ca. 20 nl (n gleich Anzahl der Anker), auf der gesamten Flache eines erfmdungsge- 
maBen Tragers, wurde die auf den Anker aufgebrachte und dort eingetrocknete DNA noch 
eimnal inkubiert bzw. diese in einem Tropfen gezielt prozessiert. Befmden sich beispieisweise 
1000 Anker auf einem Trager, wird ein Tropfen von 20 ^1 auf den Trager aufgebracht und mit 
25 einem Spatel, der die Breite des Tragers hat, „plattgedruckt" und durch Ziehen des Spatels 
Uber den Trager auf dem Trager verteilt. Dabei werden nur die lyophilen Anker gleichmaliig 
benetzt und die nach dem Eintrocknen nicht vorhandenen wandoptimierten erfmdungsgema- 
Ben Reaktionsgefafie, d.h. die Mikroreaktoren, wieder hergesteUt. In diesen kann nun die 
Hybridisierung (DNA/RNA oder DNA/DNA) als Prozessierungsschritt durchgefUhrt werden. 
30 Die GroBe des einzelnen Tropfens und den daraus entstehenden kleinen Tropfen auf den 
Ankem ist im wesentlichen abhangig von der Ankergrofie. Kleine Anker (100 ^im) immobili- 
sieren nur kleine Tropfen (5-20 nl), grofie Anker (800 urn) immobilisieren relativ groBe Vo- 
lumina (bis 1 |al). 

In einem noch weiteren Aspekt beuifft die Erfmdung die Verwendung eines Festkdrpers oder 
35 sogenannter ,,beads", d.h. PartikeL die bevorzugterweise eine GriiBe zwischen 200 nm und 10 
.um aufweisen und aus verschiedenen Materialien hergestelk sein konnen, wie beispieisweise 
Ca-Alginat, Starke, Collagen, Silika, Cellulose oder Kunststoffe, in dem erfmdungsgemaBen 
Verfahren bzw. Vorrichtung, Dabei wird insbesondere vorgesehen. dass die beads, optional 
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auch ein bead, in die Flussigphase des Mikroreaktors eingebracht und somit eine von Wand- 
gefaBen unabhangige Festphasenoberflache, bevorzugterweise mit definierten Oberflachen, 
bereitgestellt werden kann. Die beads liegen dabei typischerweise in einer solchen Form vor, 
dass sie mit einer afFinen Oberflache versehen sind und Ferromagnetismus zeigen. So konnen 
5 die Partikel mit Magneten im Tropfen bewegt werden, was zu einer weiteren intensiven 
Durchmischung des Reaktionsansatzes neben den hierin beschriebenen Mechanismen fiihrt 
was zu einem besonders effektiven Reaktionsgeschehen fuhrt. Eine weitere Anwendung stellt 
dabei die Aufreinigung von Biomolekiilen an entsprechend modifizierten Partikeln in den 
wandoptimierten Mikrobehaltem dar, die unter diesen Verfalirensbedingungen hohe Ausbeu- 
10 ten erlaubt und besonders fur sehr geringe Mengen von DNA, deren Analoga und Proteinen 
geeignet ist. 

Kurze Beschreibung der Abbildungen 

Aus der nachfolgenden Beschreibung der Abbildungen ergeben sich weitere Merkmale und 
15 Vorteile der Erfmdung. Obwohl die Merkmale der Abbildungen in einer speziellen Ausfuh- 
rungsform beschrieben sind, ist ein jedes der offenbarten Merkmale unabhangig von der je- 
weiligen Kombination von Merkmaien der speziellen Ausfuhrungsform zu verstehen und 
kann somit fiir sich alleine genommen mit anderen Merkmaien kombiniert oder in anderen 
hierin offenbarten Ausfuhrungsformen zusatzlich realisiert werden. Die Begriffe ,^bbildun- 
20 gen" und „Figuren", abgekiirzt „Fig.", werden hierin synonym verwendet. 

Abbildung 1 A zeigt einen Tropfen (1) auf der lyophoben Oberflache (3) eines Tragers (2) mit 
dem sich ausbildenden Randwinkel a. Abbildung IB zeigt einen Tropfen (1) des selben Vo- 
lumens auf einem lyophilen Anker (4), der jetzt vollkommen benetzt wird, wodurch ein klei- 
nerer Randwinkel a gebildet wird. Dieser auf dem Anker aufsitzende Tropfen bildet den 
25 Mikroreaktor, der dem erfmdungsgemaBen Verfahren zu Grunde liegt. Abbildung IC zeigt, 
wie eine gut lyophile Ankerflache auch noch vollkommen benetzt wird, wenn sich das Volu- 
men des Tropfens (1) etwa durch Eintrocknen stark verringert hat; dabei hat sich der Rand- 
winkel a sehr stark verandert. Diese GroBenkonstanz der Wandkontaktflache ist ein wesentli- 
ches Merkmal der Erfmdung. 

30 Abbildung 2 zeigt eine Reihe von Tropfen (1) auf lyophilen Ankem eines Tragers (2), mit 
einem Deckel (5), der ein Gasfuhningssystem (6) zur gleichmaBigen Zufuhrung der Gase oder 
Dampfe zu den einzelnen Tropfen und zu ebenso gleichmalJiger Abfuhrung enthalt. 

Abbildung 3 zeigt die gravitatsunterstiitzte Ubertragung vieler hangender Tropfen gleichzeitig 
von einem oberen Trager auf einen unteren Trager. Ein Rahmen (7) fuhrt die Trager und halt 
35 sie zunachst auf Abstand (Abbildung 3 A). Das Zusammendriicken der Fedem (8) im Rahmen 
(7) bewirkt die Kontakinahme der Tropfen mit dem unteren Trager (Abbildung 3B). Nach 
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vorsichtigem Entspannen der Fedem (8) befmdet sich der Hauptteil der Tropfea auf der unte- 
ren Platte (Abbildung 3C). Mit der Anordnung lassen sich auch stehende Tropfen (ibertragen, 
indem man die Flatten erst im zusammengedriickten Zustand (wie in Abbildung 3B) umdreht. 
Die Sandwichanordnung nach Abbildung 3B eignet sich bei geeigneter Ausfuhrung der Trager 
5 auch fiir eine Durchstrahlung der Tropfchen, beispielsweise fur absorptionsspektrometrische 
Messungen. 

Abbildung 4 zeigt die Verwendung der erfindungsgemaBen Vorrichtting und des erfindungs- 
gemafien Verfahrens zur Durchfiihrung einer Reaktion ohne Beteiligung von Oberflachen der 
hierin als Mikroreaktor bezeichneten Anordnung, genauer ohne Beteiligung von Oberflachen 

10 des Tragers. Bei der gezeigten Reaktion handelt es sich um Reaktion in der Flussigphase, 
genauer um eine Kristallisation. Eine typische Anwendung fur diesen Aspekt der Erfmdung 
erfolgt auf dem Gebiet der structural genomics, in dem die Aufzeichnung von Rontgenbeu- 
gungsmustem an Kristallen aus Biomolekiilen und die damit mogliche Strukturbestimmung 
ein etabliertes Verfahren darsteUt. Dazu werden mit Hilfe der Dampfdruckdiffusionsmethode 

15 in stehenden oder hangenden Tropfen (1) Kristalle (9) gezuchtet. Dies geschieht durch das 
Pipettieren eines Tropfens (1) (typischerweise zwischen 0.2 und 20 jxl) auf ein Deckglaschen, 
das als Trager (2) fungiert und eine Anzahl von Ankem (4) aufweist, und das VerschlieBen 
eines Behaltnisses (10), der den Kristallisationspuffer enthalt. Der nun typischerweise nach 
unten hangende Tropfen (1) enthalt beispielsweise ein Protein, welches unter entsprechenden 

20 Pufferbedingungen langsam kristallisiert. In den Ausfiihrungen nach dem Stand der Technik 
hangen die Tropfen dabei an nicht defmierten Stellen von dem Trager (2) herunter. Will man 
nun die Kristallentstehung innerhalb eines Screeningexperimentes (die optimalen Kristallisa- 
tionsbedingungen sind meist nicht bekannt und werden zumeist empirisch ermittelt) mit ei- 
nem bildgebenden Verfahren beobachten, muss man den Tropfen (1) (und den eventuell darin 

25 enthaltenen Kristall) erst suchen, weil dieser auch auf dem unstrukturierten Trager vemitschen 
kann. Bei Hochdurchsatzverfahren kann dies einen limitierenden Faktor darstellen, der durch 
die Verwendung der erfindungsgemaBen Verfahren und Vorrichtung vermieden werden kann. 
Indem der Trager eine Oberflache mit defmierten Reaktionsorten aufweist, wobei Reaktion- 
sort hierin mit Blick auf die Tatsache, dass das erfindungsgemaBe Verfahren auch ftir flussig- 

30 flussig- und fliissig-gasfbrmige Reaktionen verwendet werden kaim, nicht gleichbedeutend ist 
mit dem Ort des Reaktionsgeschehens an einer Oberflache, wird somit eine Zuordnung be- 
stimmter Reaktionsereignisse zu bestinunten Reaktionsbedingungen dann moglich, wenn 
verschiedene Reaktionsbedingungen an verschiedenen Reaktionsorten des Tragers realisiert 
wurden. Bei der Anwendung von Tragem nach dem Stand der Technik ist dies nicht moglich, 

35 da die Tropfen, in denen die Kristallisation stattfindet, nicht ortsspezifisch sind und somit eine 
Zuordnung nicht moglich ist. 

Abbildung 5 zeigt eine Ausfuhrungsform eines weiteren der Erfmdung zugrundeliegenden 
Aspektes, namlich die verschiedene Ausgestaltung von Trager und Anker, die uber die Unter- 
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schiede in ihrem lyophoben bzw. lyophilen Verhalten hinausgeht. Im vorliegenden Fall ist der 
Trager (2), der beispielsweise aus einem lyophob beschichtetem Glas besteht, so ausgestaltet, 
dass er eine gegenilber dem Anker andere Permeabilitat fur elektromagnetische Strahlimg 
aufweist, Unter eiektromagnetischer Strahlung wird hierin u.a. insbesondere Licht, bevorzug- 
5 terweise sichtbares Licht, infrarotes und ultraviolettes Licht verstanden. Der Vorteil einer 
derartigen unterschiedlichen Durchlassigkeit insbesondere von Licht liegt darin, dass bei dem 
in der Biotechnologie haufig verwandten Detektionsverfahren der Fluoreszenzdetektion das 
optische Hintergrundsignal verringert werden kann. In der in Abbildung 5 dargestellten Aus- 
filhrungsform ist deijenige Teil des TrSgers (2) fiir Licht undurchsichtig, der keinen Anker 

10 tragt. Die Undurchsichtigkeit fiir Licht kaiin durch Einfarben wie Schwarzen des Teils des 
Tragers erreicht werden. Das Einfarben oder Schwaizen kann grundsatzlich u.a, durch das 
Aufbringen von Folien, die bevorzugt zumindest eine der folgenden Eigenschaften gelocht, 
nichttransparent und nichtfluoreszierend aufweist, oder durch das Auftragen eines nichttrans- 
parenten oder nicht-fluoreszierenden Lackes oder Gemisches, das eine der artige Eigenschaft 

1 5 aufweist, bewerkstelligt werden. Damit kommt es zur Ausbildung einer Lochblende (11), die 
zumindest teilweise mit dem Ankerbereich zusanunenfallt und bevorzugt mit diesem iden- 
tisch ist. Der ankertragende Teil des Tragers (2) ist dagegen fiir das Licht durchlassig, zumin- 
dest durchlassiger als der nicht-ankertragende Teil des Tragers. Es ist im Rahmen der Kermt- 
nisse des Fachmanns, eine gegenuber dem Ankerbereich verringerte Durchlassigkeit in Ab- 

20 hangigkeit von der zur Detektion verwendeten Wellenlange vorzusehen und die besagten 
Bereiche des Tragers entsprechend zu modifizieren. Bei dieser Ausfiihrungsform, aber auch 
allgemein ist es im Rahmen der vorliegenden Erfmdung, dass der Anker entweder dadurch 
ausgebildet wird, dass auf den lyophilen Trager eine lyophobe Schicht aufgebracht wird Ab- 
bildung (5A), die zur Ausbildung des lyophilen Ankers wieder durch die oben beschriebenen 

25 Verfahrensweisen entfemt wird, oder dadurch, dass auf den lyophoben TrSger, der wie vorste- 
hend beschrieben hergestellt werden und somit auch ein mit einer lyophoben Tragerschicht 
versehener lyophiler Trager sein kann, ein lyophiler Anker aufgebracht wird (Abbildung 5B). 
Letzteres ist beispielsweise beschrieben in DE 197 54 978, deren Offenbarungsgehalt hiermit- 
durch Bezugnahme aufgenommen wird. Eine Strahlenquelle 12 ist typischerweise auf derjeni- 

30 gen Seite des Tragers angeordnet, die den Tropfen tragt bzw. an der der Tropfen hangt. Auf 
der jeweils anderen Seite befmdet sich das zu der Strahlenquelle korrespondierende Detekti- 
onssystem 13. Das Detektionssystem wird dabei in Abhangigkeit von den jeweiligen Reakti- 
onsschehen, Testsystemen und/oder Strahlenquelle ausgewahlt. So wird im Falle der Verwen- 
dung eines Fluoreszenzdetektionssystems das Detektionssystem insbesondere fiir das emittier- 

35 te Fluoreszenzlicht empfmdlich sein. 

Abbildung 6 A schlieBlich zeigt eine Aufsicht einer weiteren Ausfiihrungsform der erfin- 
dungsgemafien Vorrichtung und deren Anwendung in dem erfmdungsgemaCen Verfahren. 
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Dabei wird wie in Abbildung 5 ein hSngender Tropfen in dem Mikroreaktor zur Durchfuhrung 
einer Flussig-Flussig-Reaktion verwendet (wobei diese jedoch nicht darauf beschrankt ist, 
sondem auch eine Fliissig-Fest-Reaktion sein kann, wie dies auch fur die in Abbildung 5 
beschriebene Reaktion gilt; des weiteren kann auch ein stehender Tropfen vjerwendet werden) 
5 und der hierin ebenfalls beschriebene FokussierungsefFekt ausgenutzt. Infolge des Fokussie- 
rungseffektes kSme es zur Aiisbildung eines in Abbildung 6B beschriebenen ringfbrmigen 
Schattens (14) und einer ungleichmaBigen Ausleuchtung, was, in Abhangigkeit von dem 
jeweiligen Reaktionsgeschehen im Mikroreaktor, zu einer Beeintrachtigung der Detektion 
fuhren kann. Dies wird erfindungsgemaB dadurch vermieden, dass das in Abbildung 5 be- 

10 schriebene Merkmal betreffend die Ausgestaltung der zwischen Anker-aufweisendem Teil des 
Tragers und Anker-freiem Teil des Tragers unterschiedlich ausgebildeten Durchlassigkeit filr 
elektromagnetische StrahJung auch in der Ausfuhrungsform verwendet wird, bei der der Fo- 
kussierungseffekt ausgenutzt wird. Infolge der in Abbildung 6 exemplarisch als Schwarzung 
dargestellten verringerten Lichtdurchlassigkeit des den Anker nicht tragenden Teils des Tra- 

15 gers unter Ausbildung einer Lochblende wird das Zentrum des Tropfen gleichmafiig ausge- 
leuchtet. Infolge dieser gleichmSBigen Ausleuchtung ist eine eindeutigere bzw. zuverlassigere 
Aussage moglich, was insbesondere bei Anwendungen im Bereich von High Throughput - 
Systemen von Vorteil ist, da dadurch hohere Durchsatzzahlen erreichbar sind. 

20 Bevorzugte AusfQhrungsformen 

Sitzt ein Tropfen auf einer Oberflache wie in Abbildung 1 A mit einem Randwinkel a groBer 
als 90° auf, das heiBt, ist seine BenetzungsflSche kleiner als der Tropfendurchmesser, so 
spricht man von einer benetzungsfeindlichen Oberflache fur diese Flussigkeit. Diese Benet- 
zungsfeindlichkeit wird hier ganz allgemein als Lyophobie bezeichnet, in einer Erweiterung 
25 des Begriffs, wie er in der Kolloidchemie fur Partikel in einer Fltissigkeit gebraucht ward. 
Entsprechend wird hier unter lyophil auch benetzungsfreundlich verstanden, der Randwinkel 
a ist dann kleiner als 90°. 

Fiir eine benetzungsfeindliche Oberflache sind die Anziehungskrafte der Molekiile der Flus- 
sigkeit auf ein Oberflachenmolekul der Flussigkeit groBer als die Anziehungskrafte der festen 
30 Oberflache auf dieses Molekiil. Der Randwinkel a wird durch die Oberflachenspannungen a 
der Flussigkeit und des Festkorpers und durch die Grenzflachenspannung / beschrieben: 

Fur sehr lyophobe Oberflachen in Bezug auf die verwendete Flussigkeit ist die Benetzungsfla- 
che sehr klein und der Randwinkel sehr groB, bezogen auf gleiche Tropfchengrofie ist die 
35 Benetzungsflache kleiner als fiir weniger lyophobe Oberflachen. Da die Oberflachenspannung 
der flussigen Phase auch von der GroBe des Tropfchens abhangt, ist fur kleine Tropfen eine 
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Benetzungsflache zu beobachten, die im Verhaltnis zum Tropfendurchmesser kleiner ist als 
fiir groBere Tropfen. 

Versieht man die FestkorperoberflSche wie in Abbildung IB mit einem benetzungsfreundli- 
chen (lyophilen) Fleck, dessen Durchmesser grofier ist als die Benetzungsflache des Tropfens 
5 auf der lyophoben Oberflache, so wird der Tropfen genau diesen Fleck benetzen und an der 
Grenzflache zur lyophoben Oberflache einen Randwinkel a ausbilden, der kleiner ist als der 
Randwinkel ohne lyophilen Fleck. Dieser lyophile Fleck wird hier Anker genannt. Der Anker 
ist vorzugsweise rund ausgebildet. Dieser Fleck braucht nicht wirklich lyophil im absoluten 
Sinne zu sein, um diese Wirkung zu erzeugen; es genligt, dass er weniger lyophob ist als die 
10 Umgebung. Seine geringere Lyophobie muss einen Randwinkel besitzen, der kleiner ist als 
der des auf dem Fleck aufsitzenden Tropfens. Die Begriffe der Lyophilie und Lyophobie sind 
also relativ zueinander zu sehen, die Grenze von 90° fur den Randwinkel als Abgrenzung 
zwischen Lyophobie und Lyophilie gilt hier nicht unbedingt. 

Die Erfindung besteht nun darin, die Probe in einem Fliissigkeitstropfen zu prozessieren, der 
1 5 so auf einem lyophilen Anker in einer lyophoben Umgebung einer Unterlage steht, dass er den 
lyophilen Anker voUkommen benetzt, aber nicht die lyophobe Umgebung. Dieser erwUnschte 
Benetzungszustand kann leicht durch richtige Wahl des Tropfchenvolumens, der AnkergroBe, 
und des Lyophobie-Unterschiedes zwischen Anker und Umgebung erreicht werden. Das 
Volumen des Tropfchen oder Mikroreaktors kann dabei unter Einhaltung der Benetzungsbe- 
20 dingung in sehr weiten Grenzen schwanken, wie aus den Abbildungen IB und IC ersichtlich. 
Dieser durch Oberflachenspannung zusammengehaltene Tropfen, sein lyophiler Anker, der 
lyophobe Rand um den Anker und das den Tropfen umgebende Gas bilden den Mikroreaktor 
fur das Prozessieren, wobei die Wechselwirkung des lyophoben Umgebungsrandes mit dem 
Tropfen in der Praxis vemachlassigt werden kann, da sie nur wenige Molektile in linearer 
25 Anordnung betrifft. Bei porosen Ankem gehort das Porenvolumen mit zum Mikroreaktor, die 
bei porosem Anker willkurlich vergroBerte Oberflache kann fiir besondere Arten der Prozes- 
sierung, wie beispielsweise lonenaustausch, oder fiir die Speicherung groBerer Mengen an 
Analytmolekulen genutzt werden. 

Es sind in jiingster Zeit mehrere Verfahren zur Erzeugung extrem hydrophober Oberflachen 
30 bekannt geworden, die sich fur diese Erfindung einsetzen lassen. Neben der bereits bekannten 
Beschichtung mit perfluorierten Substanzen wie PTFE (beispielsweise mit Teflon®) gibt es 
Beschichtungen mit Lotos-Effekt (W, Barthlott und C. Neinhuis, "Purity of the sacred lotus, 
or escape from contamination in biological surfaces", Planta 202 (1997), 1) oder mit orga- 
nisch-anorganischen Sol-Gel Nanocompositmaterialien (DE 41 18 184), siehe beispielsweise 
35 R. Kasemann, H. Schmidt, S. Briick, Bol. Soc. Esp. Ceram. Vid. 31-6, Vol. 7, (1992), 75. Die 
Nanocompositmaterialien lassen sich auf Metallen, Glas oder Kunststoffen als wenige Mik- 
rometer diinne, kratzfesie Schichten einbrennen. Formteile aus geeigneten Kunststoffen wie 
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beispielsweise Polyethylen lassen sich oberflachlich in einem durch elektrische Entladung 
erzeugten Fluorplasma perfluorieren. Auch Beschichtungen mit Teflon-artigen Materialien 
lassen sich durch Zugabe keramischer Bestandteile hochst kratzfest machen. 

Fur die vorliegende Erfindung ist bedeutsam, dass die noch vor einigen Jahren herrschende 
5 Lehre, die Oberflachen konnten in eine lineare Skala zwischen hydrophil (= lipophob oder 
auch oleophob) und hydrophob (= lipophil oder auch oleophil) eingeteilt werden, heute als 
uberholt anzusehen ist. Sowohl die perfluorierten Oberflachen wie auch Bedeckungen mit 
Nanocompositmaterialien sind nicht nur hydrophob, sondem gleichzeitig auch lipophob und 
ganz allgemein lyophob fur eine Reihe von wasserversetzten organischen Losungsmitteln wie 
1 0 Alkoholen oder Acetonitril. 

Das Prozessieren findet im AUgemeinen in waagerechter Ausrichtung der Unterlage statt, und 
zwar mit den Ankem auf der Oberseite. Es ist aber auch moglicH, in hangenden Tropfen auf 
der Unterseite des Tragers zu prozessieren. Auch dann wird hier von "Unterlage" fur die 
Tropfchen und ihre Anker gesprochen. Die Unterlage fur die lyophilen Ankem auf lyophober 
1 5 Oberflache wird hier Trager genannt. 

Die Erfindung betrifft dabei sowohl das Verfahren der Prozessierung im ankergebundenen 
Tropfen, wie auch die Trager mit lyophilen Ankem bestimmter Belegungsarten in lyophober 
Umgebung als Vorrichtung. Der Trager kann aus beliebigem Material sein, beispielsweise aus 
Metall, Glas oder KunststofF. Die Oberflache kann glatt, aber auch poros sein. Auch die Form 

20 ist beliebig; der Trager kann beispielsweise eine dunne Folie, eine Platte in GroBe einer 
Mikrotiterplatte, aber auch ein mikrostrukturierter Chip sein. Trager in der GrOBe von Mikro- 
titerplatten haben den Vorteil, von kommerziell erhaltlichen Pipettierrobotem prozessiert 
werden zu konnen. Ein Chip hingegen kann auch elektronische, fluidische oder andere Mikro- 
strukturen nragen, beispielsweise zur Unterstutzung von analytischen Verfahren oder elektro- 

25 chemischen Prozessierungsschritte. So kSnnen auf dem Chip in den Ankem beispielsweise 
Dioden fiir die Anregung der Fluoreszenz von Analytmolekiilen in den Mikroreaktoren und 
Detektoren f^ ihren Nachweis enthalten sein. Auch Detektoren fiir Messungen der Chemo- 
lumineszenz, die bei Zugabe von Chemikalien bestimmte Analytmolekule oder auch nur 
Analytmolekulformen nachweisen kann, konnen eingebaut werden. Das Konzept des "Lab-on- 

30 the-Chip" lasst sich mit den erfindungsgemaBen Mikroreaktoren, die sich von auBen gut bela- 
den lassen und somit das Konzept in eine dritte Dimension offnen, in wertvoUer Weise erwei- 
tem, vor allem auch dadurch, dass durch die auflenliegenden Mikroreaktoren eine hohere 
Prozessierungsdichie erzeugt werden kann. 

Die Trager sind zweckmaBigerweise mit automatisch lesbaren individuellen Kennungen ver- 
35 sehen, die eine Verwechslung ausschlieBen und eine sehr genaue Verfolgung und Protokollie- 
mng der Proben und ihrer Prozessierung in den Bearbeitungsrobotem erlauben. Die Kennun- 
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gen konnen beispielsweise aufgedruckte Barcodes oder auch eingearbeitete Transponder sein, 
die von den Bearbeitungsrobotem gelesen werden konnen. 

Der Erstauftrag vieler verschiedenartiger Proben, die vielen einzelnen ProbengefaBen aus 
mehreren Probentabletts entnommen werden miissen, auf einen Trager geschieht im Alige- 
5 meinen in Pipettenrobotem unter Wechsel der Pipettenspitzen Probe nach Probe und ist nicht 
unproblematisch, da der Probenauftrag in der Kegel lange dauert und die Tropfchen bei offe- 
ner Betriebsweise leicht eintrocknen. Das kann man aber auch ausnutzen, indem man die 
Proben absichtiich trocknen lasst, gegebenenfalls in Schutzgas. Dadurch wird in der Regel der 
Trager mit den Proben lagerfahig, ohne dass sich die Proben zersetzen oder sonst verandem. 
10 Die Proben lassen sich spater durch Zugabe von gleichartigen Reaktionsflussigkeiten, die mit 
Vielfachsystemen simuhan und schnell erfolgen kann, weiter zeitparallel prozessieren. Sind 
die Proben nicht trocken lagerfUhig, so kann man die Proben auch auf einen gekiihlten Trager 
aufbringen, auf dem sie kurz nach dem Aufbringen einfrieren. 

Nach erstem Probenauftrag mussen in der Regel Fliissigkeiten, manchmal auch Gase zugege- 
15 ben vs^erden, wie Losxingsmittel, Losungen mit Substanzen fiir chemische oder enzymatische 
Reaktionen, Steuerungssubstanzen fur den Ablauf der Prozessierung (beispielsweise zur 
Anderung der pH-Werte), Puffersubstanzen und so weiter. Die weitere Zugabe erfolgt vor- 
zugsweise beriihrungslos, um zusatzliche Wandkontakte und damit verbundene Storungen 
auszuschlielien. Hierfur eignen sich prinzipiell folgende Methoden: 
20 (a) die Zugabe von beliebigen Losungen durch beriihrungsloses Dispensieren, wobei mit 
Piezo- oder Solenoid-Mikrodispensem oder auch Bubble- Jet-Systemen analog zur Tinten- 
strahldrucktechnik kleinste, aber wohldefinierte Fliissigkeitstropfen im Bereich von 50 bis 100 
Picoliter Volumen beriihrungslos auf das Zielsubstrat platziert werden, 

(b) die Zugabe reinen LOsungsmittels mittels Kondensation aus ubersattigter Dampfphase 
25 durch den Einsatz einer Feuchtigkeitskammer oder eines unten beschriebenen Verteilerde- 

ckels, 

(c) die Zugabe von gasformigen, loslichen Reaktant- oder Regulationssubstanzen (zum Bei- 
spiel Ammoniak, Kohlendioxid, Stickoxide) aus der umgebenden Gasphase, die auch durch 
ein entsprechendes Deckelsystem zugefuhrt werden konnen, und 

30 (d) die Zugabe von Reaktionslosungen oder Losungsmitteln durch einfaches Aufspruhen, 
wobei sich die Flussigkeit von den lyophoben Fiachen auf die lyophilen Flachen und somit zu 
den Probentropfchen zuriickzieht. 

Nicht beruhrungsfrei kann durch folgende Verfahren aufgetragen oder zugefiigt werden: 

(e) durch einfaches Tauchen der Trager, beispielsweise um einen Grundauftrag mit Reaktan- 
35 ten vor dem eigentlichen Probenauftrag zu erhalten, 

(f) durch synchrones Pipettieren mit Vielfachpipettenkopfen, wobei die Pipettenspitzen 
zweckmafiigerweise stark lyophob zu wahlen sind, um die Tropfen gut absetzen zu konnen, 
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(g) durch Stempeln, beispielsweise mit "Pin-Tools", bei denen die FlOssigkeiten an Nadelspit- 
zen hangen, oder 

(h) durch fluidische Schaltungen auf dem Chip, die dem Tropfchen Flussigkeitsmengen durch 
den Anker hindurch zufiihren und entnehmen konnen. 

5 Die Zugabe von Flussigkeiten kann erfolgen, um Flussigkeitsverluste durch Verdampfung 
auszugleichen und somit das Volumen der erzeugten Reaktionsraume zeitlich konstant zu 
halten. um Reaktionsmittel hinzuzugeben oder um die Reaktionsvolumina zeitlich gezielt zu 
verandem. Die Veranderbarkeit der Reaktionsvolumina erlaubt die kontinuierliche zeitliche 
Anpassung der Reaktionsvolumina an den Veriauf darin ablaufender chemischer Stoffumset- 
10 zungen. Es lassen sich somit zum Beispiel lineare Abnahmen durch Abdampfen, exponentiel- 
le Anstiege, oder periodische Verlaufe realisieren. 

Statt der Losungen kOnnen auch wassrige Suspensionen oder Aiifschlammungen aufgetragen 
werden, die zum Beispiel Gelstiickchen (mit Proteinen aus gelelektrophoretischen Trennun- 
gen), Gewebeproben, Viren, Zellen, Zeilaggregate oder kleine feste oder gelartige Partikel fur 
15 Affinitatsaufreinigungen, Anreicherung oder oberflachenkatalysierte Stoffumsetzung enthal- 
ten. 

Es ist ein wichtiger Gesichtspimkt der Erfindung, dass mit dem Entfemen der aufgebrachten 
Flussigkeitstropfchen auch die Reaktionsraume wieder verschvsdnden. Diese sind somit in 
ihrer Natur temporare Gebilde und unterscheiden sich damit grundlegend von starren Behalt- 
20 nissen. Die Trager sind im Prinzip wiederverwendbar, wenn sie sich von alien Analyt- 
und/oder Reaktantmolektilen geniigend gut reinigen lassen. 

Werden viele Reaktionsraume auf einem gemeinsamen Trager erzeugt, bestimmt der kleinste 
Abstand zwischen benachbarten Raumen deren maximale Ausdehnung, und damit das maxi- 
male Reaktionsvolumen. Die Reaktionsraume konnen Volumina im Bereich von zehn Picoli- 

25 ter bis maximal etwa zehn Mikroliter umfassen und in grofier Zahl auf ein und denselben 
TrSger aufgebracht werden. Die Positionskoordinaten der Reaktionsraume sind durch das 
Design der Oberflache fest vorgegeben. Es konnen auf einem Trager auBerordentlich hohe 
Anzahlen an Mikroreaktoren fur die Prozessierung untergebracht werden. Selbst bei relativ 
groBen Volumina von 500 Nanolitem, die Tropfen mit einem Millimeter Durchmesser erge- 

30 ben, konnen auf einem Trager der GroBe einer Mikrotiterplatte mit einem Rasterabstand von 
1,5 Millimetem 3456 Tropfen untergebracht werden. Modeme Piezodispenser konnen aber 
Tropfchen wesentlich geringerer Volumina erzeugen. 

Die hier defmierten Mikroreaktoren in Tropfchenform sind der Gefahr des Austrocknens 
ausgesetzt. Man muss sie daher in besonderer Weise schiitzen, beispielsweise, indem man den 
35 gesamten Trager in einen Raum gesSttigten Dampfdrucks fur das Losungsmittel halt. Im 
Ailgemeinen wird es sich bei biochemischer Prozessierung um Wasser als den Hauptbesiand- 
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teil der Losung handeln. Dann muss besondere Vorsicht walten, da Wasserdampf leichter als 
Luft ist, die wassergesattigte Luft nach oben strebt und trockenerer Luft Platz macht, 

Sehr kleine Tropfchen haben einen sehr hohen Dampfdruck, der weit uber den Sattigungs- 
dampfdruck des LSsungsraittels hinausgehen kann. Bei Benutzung solcher winzigen Mikrore- 

5 aktoren mixssen daher besondere MaBnahmen ergriffen werden, die die Tropfchen selbst in 
gesattigten Dampfraumen vor zu schneller Verdunstung retten. Beispielsweise konnen dazu in 
bekannter Weise Zusatze zu der Losung verwendet werden, die den Dampfdruck der Losung 
herabsetzen. Man kann dadurch sogar ein Gleichgewicht mil dem umgebenden Dampfraum so 
herstellen, dass sich die TropfchengroBe selbst einstellt und erhait. Andererseits ist es auch 

10 moglich, durch Zugabe von schlecht verdampfbaren amphiphilen Substanzen in geringsten 
Mengen eine Oberflachenschicht auf den Tropfchen zu erzeugen, die den Durchtritt des L6- 
sungsmittels und damit eine Verdunstung vermindert, wenn nicht sogar verhindert. 

In jedem Fall aber ist es giinstig, die Trager wahrend des Ablaufs langerdauemder Prozessie- 
rungsschritte mit dicht schlieflenden Deckeln zu versehen, wie in Abbildung 2 dargesteilt. 

15 SoUen beispielsweise Temperaturzyklen fiir PCR-Amplifikationen durchlaufen werden, so ist 
eine solche Deckelung zwingend. Umfasst der Deckelraum etwa zwei Millimeter uber einem 
Trager in der GroBe einer Mikrotiterplatte, so nimmt die Luft im Deckelraum bei Erwarmung 
von 50 auf 90 Grad Celsius etwa 8 Milligramm Wasser auf, die bei Abkflhlung wieder an die 
Tropfchen zuriickgegeben werden, Befinden sich hier 1536 TrSpfchen zu je einem halben 

20 Milligramm, so sind Verdunstung und Wiederkondensation kaum zu bemerken. Da jedoch der 
Dampfdruck von der TropfchengroBe abhangt, kann es bei vielen Zyklen sehr ieicht zu Un- 
gleichgewichten kommen, groBere Tropfchen nehmen dann auf Kosten der kleineren Tropf- 
chen zu. Hier kann es zweckmaBig sein, den Deckel mit Kammem zu versehen, die jeweils 
einzelne Tropfchengruppen oder sogar einzelne TrSpfchen umschlieBen. 

25 Der Deckel fur die TrSger kann aber auch Zu- und Abfiihrungssysteme fiir Gase und Dampfe 
enthalten, wie sie ebenfalls in Abbildung 2 dargesteilt sind. Dabei kann ein Verteilungssystem 
im Deckel dafiir sorgen, dass ein gleichmaBiges Erreichen aller Tropfchen gewahrleistet wird. 
So koimen beispielsweise Ammoniak, Kohlendioxid oder Stickstoffoxide fiir Steuerung des 
pH-Wertes zugefiihrt werden, ohne dass einzehie Tropfchen in der Nahe einer Zufiihrungsoff- 

30 nung ubersattigt und andere nicht erreicht werden. 

Durch einen Teiltrocknungsprozess in trockener Luft beginnen in den Tropfchen sehr schnelle 
und unregelmaBige Jet- und Wirbelstrome zu flieflen, diese bilden einen auBerst effektiven 
Misch- und Umriihrprozess, der die Reaktionen in den Mikroreaktoren beschleunigt. So kon- 
nen insbesondere alle Flussigkeitsmolekiile in kurzer Zeit einmal mit der Ankeroberflache in 
35 Beruhrung gebracht werden, wenn bestimmte Oberflachenprozessierungen an den Ankem 
erfolgen sollen. Die dadurch verkleinerten Tropfchen konnen durch Dispensersysteme beruh- 
rungslos wiederaufgefiillt oder mit weiieren Reakiantlosungen versehen werden. Die trockene 
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Luft flir diesen Prozess kann ebenfalls iiber das Verteilsystem im Deckel zugefuhrt werden, 
ebenso wie die dampfgesattigte Luft zum Anhalten des Teiltrocknungsprozesses. 

Fiir das Ubertragen der Tropfchen von einem Trager auf einen anderen konnen Vielfachpipet- 
ten eingesetzt werden, es bieten sich aber auch andere Methoden an. Durch vorsichtiges Um- 
5 drehen von Tragem, eventuell nach Einfrieren, konnen die dann hangenden Tropfen auch 
durch direkten Kontakt schwerkraftunterstutzt von einem Trager zum anderen ubertragen 
werden, wobei durch einen Rahmen eine genaue Justierung von Position und Abstand 
gewahrleistet werden kann, wie in Abbildung 3 gezeigt. Eine Federung im Rahmen mit Ab- 
standsstopp erlaubt eine manuelle Handhabung der vorsichtigen Kontakthersteliung mit an- 

10 schlieBendem Ablosen. Besonders einfach gelingt das Umdrehen der Trager, wenn sie sich im 
zusammengepressten Zustand wie in Abbildung 3B befinden. Dabei beginnt man mit stehen- 
den TrQpfchen auf einer Geberplatte, bringt die Empfangerplatte von oben in Kontakt, dreht 
das Plattensandwich urn, imd hebt die jetzt oben befindliche Geberplatte vorsichtig ab. Je 
nach der Grofie der Anker und ihrer Lyophilitat werden schwerkraftunterstiitzt unterschiedli- 

15 che Anteile der Tropfchen ubertragen, es lasst sich aber eine gute Reproduzierbarkeit der 
ubertragenen Volumina erreichen. 

Diese simultane Ubertragung von vielen Tropfchen kann auch genutzt werden, Reaktionsmit- 
tel aus Vielfachpipetten auf probenbeladene Trager ohne Verschmutzung der Pipetten aufzu- 
tragen. Es wird dabei die Reaktionslosung mit der Vielfachpipette erst auf einen sauberen 

20 Trager mit lyophilen Ankem aufgetragen, imd die TrSpfchen dieses Tragers werden dann 
durch die beschriebene Kontaktubertragung in einem Schritt auf die probenbeladene Trager- 
platte ubertragen. Durch diese einfache Technik ist es moglich, die bisher bereits entv^dckelten 
Pipettenkopfe mit 96 oder sogar 384 Pipetten weiter vollkommen verschmutzungsfrei zu 
benutzen. Auch die Entwicklung von Pipettenkopfen mit 1536 Pipetten ist denkbar und 

25 brauchbar. Eine solche Entwicklung koimte sogar von der Erfindungsidee Gebrauch machen, 
indem mikrostrukturierte Trager mit lyophilen Ankem und fluidischem Flussigkeitstransport 
durch die Tragerplatte zu den Ankerflachen versehen werden. Da sehr oft viele Trager mit der 
gleichen Reaktionsflussigkeit versehen werden miissen, ist eine solche Entwicklung lohnend. 
Ein Beispiel ist die Reaktionsflussigkeit fur PCR-Vervielfaltigungen von DNA, die ohne die 

30 spezifischen Primer aufgetragen werden kann und somit fur alle PCR-Prozesse immer gleich 
ist. 

Die zusammengepresste Stellung der Flatten, wie in Abbildung 3B gezeigt, kann auch flir 
elektrophoretische Ubertragungen von Substanzen genutzt werden, wenn Flussigkeit und 
evenmelle Isolierschichten auf den Ankem geeignet sind, Elektrolyse zu vermeiden. Durch 
35 eine starkes elektrisches Feld zwischen den Tragem konnen oberflachengebundene Substan- 
zen von einer Tragerplatte zur anderen transferiert werden. Frei geloste Substanzen konnen zu 
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den Ankem eines Tragers gefiihrt werden. Es kSnnen aber auch Proteine aus Gelstuckchen 
durch Elektrophorese auf die Anker eines Tragers Qberfilhrt werden. 

Die Sandwichanordnung zweier Trager nach Abbildung 3B kann auch fur eine PCR-Verviel- 
faltigung verwendet werden, da sich dadurch die Warmezufuhrung zu den TrSpfchen stark 
5 beschleunigen lasst. 

Eine Sandwichanordnung von zwei Tragem ohne Tropfchenkontakt in genugendem Abstand 
kann auch fUr die berOhrungslose tTbertragung der Tropfchen durch einen einmaligen Schiit- 
telvorgang verwendet werden. Gerichtetes Beschleunigen und Abbremsen kann die Tropfchen 
durch ihre Tragheit gezielt synchron ablosen und auf die gegenuberstehenden Anker bringen. 
10 Roboter kormen diese Bewegungen mil groBer Prazision ausfuhren. 

Diese Verfahren der einfachen Obertragung der Tropfchen erlauben den Einsatz unterschied- 
lich funktionalisierter Trager. Zum Beispiei kann zuerst ein transparenter Trager fiir optische 
Detektionsmethoden eingesetzt werden und danach ein metallischer, elektrisch leitender 
Trager fiir MALDI-MS Analysen. 

15 Die lyophilen Anker der Trager konnen ebenfalls in vielfaltiger Weise durch Praparationen 
funktionalisiert werden. So konnen Analytmolekule an geeignet mit Akzeptormolekillen 
praparierten Ankem durch Adsorption, durch Affinitat, durch chemische Bindungen, durch 
Hybridisierung (DNA) oder durch Antiki5rperbindungen vorUbergehend oder dauemd immo- 
bilisiert werden. Peptide konnen beispielsweise aus geeigneten PufFerlSsungen pH-gesteuert 

20 an C18-praparierten Ankem adsorbiert imd durch Verandenmg des pH-Wertes oder durch 
organische Losimgsmittel wieder desorbiert werden. Im immobilisierten Zustand konnen die 
Analytmolekule Reaktionen unterworfen, hybridisiert, enzymatisch verlangert oder verkurzt, 
Oder einfach nur durch Waschen von ReaktantlOsungen befreit werden. Es konnen beispiels- 
weise aber auch Schichten zur iangsamen Abgabe von Reaktantmolektllen oder zum Fangen 

25 schadlicher Reaktionsprodukte oder bestimmter Verschmutzimgen aufgebracht werden, bei- 
spielsweise konnen lonenaustauscher zum Einfangen von Metallionen dienen. 

Die immobilisierten Molekiile konnen zum Beispiei mit PufferlSsungen, die sie inunobil 
halten, in ahnlicher Weise gewaschen werden. wie das heute durch den Einsatz von "Magnetic 
Beads" bekannt ist. Das Waschen kann in einzelnen Tropfchen auf den Ankem geschehen, 
30 aber auch gemeinsam in einem Bade oder unter einer Dusche fur alle Anker eines Tragers. 

Die Anker konnen aber auch durch besondere Ausgestaltung fur besondere Arten von Analy- 
sen benutzt werden. Die Anker auf Siliziumchips konnen beispielsweise direkt mit elektroni- 
schen Schaltungen fur Oberfiachenanalysenverfahren wie "Surface Plasmon Resonance" oder 
"Surface Acoustic Waves" ausgelegt werden. Fur optische Methoden konnen die Anker (even- 
35 tuell die ganzen Trager) durchsichtig oder spiegelnd ausgefiihrt werden. Die Proben konnen 
teils in flussigem, teils in getrocknetem Zustand in vielfaltiger Weise analysiert werden, bei- 
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spielsweise colorimetrisch, absorptionsspektrometrisch (auch im UV oder IR), fluores- 
zenzspektrometrisch, radiographisch oder massenspektrometrisch. Es konnen bestimmte 
Reaktionen durch Chemolumineszenz oder Thermolumineszenz, oder DNA-Hybridisierungs- 
schmelzpunktkurven durch Farbumschlage gemessen werderu Besonders im zusammenge- 
5 pressten Zustand nach Abbildung 38 zwischen zwei durchsichtigen Tragem (oder auch nur 
mit durchsichtigen Ankem versehenen Tragem) ist eine gute Durchstrahlung der Tropfchen 
moglich, zum Beispiel fur Absorptionsmessungen. 

Gegenuber gefaBgebundener Prozessierung hat das hier vorgestellte Verfahren den einzigarti- 
gen Vorteil, dass die Wandkontaktflache uber weite Veranderungsbereiche des Volumens der 

10 Flussigkeit hin inuner gieich grofi bleibt. Damit wird vermieden, dass es GefaBwandrSnder 
gibt, die durch Kriechen der Flussigkeit, durch Trockenfallen oder durch ausdehnungsbeding- 
te Wandkontakt\'erandenmgen adsorbierte oder auskristallisierte Reste der Reaktionslosung 
tragen. Dadurch wird auch die Nachweisempfindlichkeit verschiedener Detektionstechniken 
verbessert, da Hintergrundsignale aufgrund unspezifischer Adsorption von Probenmolekiilen 

15 auBerhalb der fiir die spezifische Anbindung praparierten Flache ausgeschlossen werden. Dies 
verbessert das Signal-zu-Rauschverhaltnis und damit die Nachweisempfindlichkeit. 

Durch Trocknen oder Einftieren kSnnen die Proben auch fur langere Zeit lagerfahig gemacht 
werden. Bei geeigneter Ausfxihrung der TragerunterflSche als Deckel fUr die jeweiis darunter 
liegenden Trager lasst sich - wie bei Mikrotiterplatten - eine hohe Packungsdichte fiir die 
20 Lagerung erreichen. 

Neben den bisher schon aufgefuhrten Vorteilen hat das erfmdungsgemaBe Prozessieren aber 
auch die Vorteile grofler Einfachheit und geringer Kosten. Die Prozessierungen konnen weit- 
gehend auf bereits heute erhaltlichen Pipettenrobotem ausgefuhrt werden, wenn nur erst ein- 
mal die erfrndungsgemafien Trager zur Verfiigung stehen. Die geringen Prozessierungsvolu- 
25 men senken die Kosten fur die einzusetzenden Chemikalien. 

Zwei Beispiele soUen das Prozessieren im Detail darstellen. Beide Beispiele sind dem Bereich 
der Massenspektrometrie entnommen, es ist jedoch dem biochemischen oder molekularbiolo- 
gischen Fachmann ein Leichtes, diese Beispiele auf die von ihm benotigten Prozessierungs- 
und Analysenschritte zu ubertragen. 

30 Das erste Beispiel betrifft das bereits oben geschilderte Verfahren zur Analyse eines Prote- 
oms. Zunachst werden die EiweiBe eines Zellverbandes 2D-gelelekU-ophoretisch getrennt, mit 
einem Farbemittel angefarbt, die den nachfolgenden Verdau' nicht stort, und in einer automa- 
tisch arbeitenden Vorrichtung aus dem Gel in mnden Gelstuckchen von 0,5 bis 0,8 Millimeter 
Durchmesser ausgestochen. Die feuchten Gelstuckchen werden vom Stanzroboter automatisch 

35 auf den lyophilen Ankem einer erfindungsgemSBen Tragerplatte abgelegt, wo sie kleben 
bleiben. In einer einfachen, nicht besonders verfeinerten Ausfuhrung befinden sich 1536 
lyophile Anker mit jeweiis 0,6 Millimeter Durchmesser in stark lyophober Umgebung auf 
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einem vemickelten Aluminiumtrager in GroBe einer Mikrotiterplatte. In der Mitte der unbe- 
legten Nickelanker befinden sich jeweils C18-Belegungsflecken mit Durchmessem von etwa 
200 Mikrometem fiir das spatere Adsorbieren der Verdaupeptide. Der Ring hydrophilen Ni- 
ckels um die hydrophobe C18-Belegung henim gewahrleistet den Kontakt der spater aufzu- 
5 bringenden Flussigkeit mit dem Anker. 

Die feuchten Gelstuckchen werden jetzt zunachst vorsichtig angetrocknet. Dabei findet eine 
Dickenschnmpfimg der aufliegenden Gelstuckchen statt. Die anschliefiende Zugabe einer 
Trypsinlosung mit entsprechenden Puffem (beispielsweise durch eine simultane Kontaktuber- 
tragung von einer zuvor mit Vielfachpipette beiadenen Tragerpiatte) lasst die Gelstuckchen 
10 wieder aufquelien, wodurch das Verdauenzym Trypsin zu den Proteinen im Gel gebracht 
wird. Ein Uberschuss an Flussigkeit im Gesamtvolumen von 500 Nanolitem lasst die 
Gelstuckchen in den ein Millimeter dicken Tropfchen aufschwimmen. 

Die Tragerplatten werden dann mit dicht abschlieBenden Deckeln versehen und fur etwa 12 
Stunden in einem Warmeschrank bei 37 Grad Celsius aufbewahrt. Dabei werden die Proteine 
15 durch das Trypsin verdaut, die Verdaupeptide diffundieren aus dem Gel aus und werden 
schlieBlich auf der C18-Insel adsorbiert. Ein Teiltrocknungsvorgang am Ende der Verdauzeit 
lasst die TrSpfchen noch einmal kraftig durcheinanderwirbeln, so dass alle freischwimmenden 
Peptide an der CI 8-Irisel eingefangen werden. Die Gelstuckchen werden jetzt einfach abgewa- 
schen, die im adsorbierten Zustand gewaschenen Peptide werden getrocknet. 

20 Eine Losung von a-Cyano-4-Hydroxy-Zimtsaure in 30 % Acetonitril und Wasser desorbiert 
die Verdaupeptide und baut sie in die als MALDI-Matrix dienenden Kristailchen der Zimtsau- 
re ein, die sich wahrend des Trocknens bilden. Die getrocknete Tragerpiatte ist nun fertig fur 
die Aufnahme eines MALDI-Flugzeitmassenspektrums der Verdaupeptide. Aus deren genau 
bestimmten Massen iSsst sich das Protein in einer Proteinsequenzdatenbank in ublicher Weise 

25 suchen. 

Ein Proteom mit etwa 4500 Proteinen lasst sich in etwa vier bis funf Stunden automatisch aus- 
stechen und auf den drei erforderlichen Tragem praparieren. Wenn Verdau und Extraktion der 
Peptide uber Nacht erfolgen, konnen die Verdaupeptide am nSchsten Tag automatisch im 
Massenspektrometer gemessen werden, wozu bei heute erhaltlicher Technik etwa 12 Stunden 
30 erforderlich sind. Die Identifizierung erfolgt in Echtzeit wahrend der Spektrenaufhahme der 
nachsten Probe. Nicht eindeutig bestimmte Proteine konnen anschiieBend durch die Aufnah- 
me von PSD-Tochterionenspektren einzelner Verdaupeptide endgultig bestimmt werden, 
wozu etwa weitere 12 Stunden notwendig sein werden. Verluste durch wandadsorbierte Pep- 
tide treten mil der erfmdungsgemafien Technik praktisch nicht auf. 

35 Diese Methode mit erfmdungsgemaBer Prozessierung hat folgende Vorteile: 
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(1) Die Analyse eines Proteoms kann in etwa zwei bis drei Tagen abgeschlossen werden, 
wodurch weitgehend vermieden wird, dass sich die empfindlichen Proteine, die sich 
nur in der naturlichen Umgebung in ihrer Zelle stabil halten, zersetzen und damit nicht 
mehr analysiert werden konnen. 

5 (2) Die Analyse ist aulierordentlich einfach, sehr schnell und diirch die geringen Volumina 
mit geringem Verbrauch an Chemikalien auch preiswert. 

(3) Gegenuber bisher flblicher Prozessierung in GefUBen gibt es eine wesentlich hShere 
Wiederfindungsrate fiir die einzelnen Verdaupeptide eines Proteins. Besonders die 
stark hydrophoben Peptide gingen bei bisheriger Technik haufig durch Wandeinfliisse 
10 verloren; sie wurden in der massenspektrometrischen Messung gar nicht mehr gefun- 

den. Da die Proteomforschung sich in zunehmender Weise auf die Abweichxmgen 
zwischen realen Proteinen und den Sequenzen der Proteindatenbanken konzentriert, 
sind diese Verluste an Verdaupeptiden nicht mehr hinzunehmen. 

Das zweite Beispiel betrifft die Analyse des Genoms auf bestimmte Mutationen hin, die als so 
15 genannte SNPs (Single Nucleotide Polymorphisms) vorliegen. Im menschlichen Genom gibt 
es mindestens 2 Millionen solcher SNPs. Sie charakterisieren Anlagen zu Krankheiten oder 
lassen Unvertraglichkeiten fur Medikamente erkennen. Sie konnen aber auch erkennungs- 
dienstlich zur Erkennung von Tater- oder Vaterschaft verwendet werden. Etwa 40 geeignet 
ausgesuchter SNPs bestinunen als genetischer Fingerabdruck eindeutig einen Menschen oder 
20 ein Tier. 

Fiir die Messxmg solcher genetischer Fingerabdriicke werden jeweils 1536 lysierte Mundab- 
striche als DNA-Proben von einem Pipettierroboter aus NormflSschchen auf jeweils 40 Tra- 
gerplatten pipettiert. Je eine der vier Millimeter starken TrSgerplatten aus dunn vergoldetem 
Aluminium mit 1536 unbelegten Goldankem in stark lyophiler Umgebung dient zur simulta- 

25 nen Messung je einer bestimmten Mutation in den 1536 Proben. Es wird dann auf alle Flatten 
eine Losung dispensiert, die die Polymerase fur die nachfolgende PCR-Vervielfaltigung, die 
Nucleotidtriphosphate und die notwendigen Puffer und Aktivatoren enthSlt. Dazu kann die 
oben beschriebene Technik der indirekten Obertragung mit Kontakttragem benutzt werden, 
die durch Vielfachpipetten beladen wurden. Die mutationsspezifischen Primer werden fur jede 

30 Tragerplatte getrennt aufgetragen, beispielsweise durch eine Bubble-Jet-Druckerleiste. Die 
Platte wird mit einem Aluminiumdeckel abgedeckt, und mit vier anderen Flatten, die unter 
gleichen Temperaturbedingungen prozessiert werden konnen, auf eine Heizplatte gelegt. Ein 
zweite Heizplatte kann auf die Deckel platziert werden, um eine gleichmaBige Erwarmung zu 
gewahrleisten. Diese Sandwichanordnung wird nun den Temperaturzyklen zwischen etwa 50° 

35 und 90"^ Celsius unterworfen, die fur die PCR-Vervielfaltigung notwendig sind. Wegen der 
guten thermischen Leitfahigkeit und der geringen thermischen Masse braucht ein Zyklus hier 
nur etwa anderthalb Minuten, die iiblichen 30 Zyklen also eine dreiviertel Stunde. Die DNA- 
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Proben der 40 Tragerplatten konnen also in dieser einfachen Anordnung in etwa 8 Stunden 
amplifiziert sein. 

Statt Heizplatten zu verwenden, konnen auch etwas dickere Trager- und Deckelplatten mit 
eingebauten Heiz- und Kiihlsystemen verwendet werden. So kann beispielsweise ein einfaches 
5 Durchflusssytem ftir Heiz- und Kiihlwasser in den Tragem und ihren Deckeln installiert sein. 
Auch Temperaturfuhler lassen sich integrieren, urn eine gute Temperaturregelung zu gewahr- 
leisten. 

Umfasst der Deckelraum etwa zwei Millimeter uber einem Trager in der Grofie einer Mikroti- 
terplatte, so nimmt die Luft im Deckelraum bei Erwarmung von 50 auf 90 Grad Celsius etwa 
10 8 Milligramm Wasser auf, die bei Abkiihlung wieder an die Tropfchen zunickgegeben wer- 
den. Befinden sich hier 1536 Tropfchen zu je einem halben Milligramm, so sind Verdunstung 
und Wiederkondensation kaum zu bemerken. 

Die Proben auf den Tragerplatten werden nach ihrer PCR-Vervielfaltigung auf neue Trager- 
platten ubertragen, die mit Ankera versehen sind, die die DNA-Ampiifikate binden konnen, so 

1 5 dass sie in ionenfreiem Wasser gewaschen und von alien bisherigen Reaktionslosungsbestand- 
teilen befreit werden konnen. Die anschlieBend getrockneten Proben werden dann mit einem 
verdampfbarem LQsungsmittel wieder gelost (beispielsweise mit einem Wasser-Acetonitril- 
Gemisch) und auf den inzwischen gereinigten Trager fur die PCR-Vervielfaltigung riickuber- 
tragen. Nach dem Trocknen der DNA-Amplifikate werden nun Primer, Polymerase, terminie- 

20 rende und nichtterminierende Nucleotidtriphosphate und Puffer fur eine beschrankte, mutati- 
onsspezifische Primerverlangerung aufgebracht, die nach einigen weiteren Temperaturzyklen 
zu DNA-Produkten fxihrt, deren Lange die Mutation wiederspiegelt Ubertragung auf einen 
Waschtrager, der auch gleichzeitig fiir die Zugabe der Matrix fur die lonisierung durch mat- 
rixunterstutzte Laserdesorption (MALDI) eignet, Waschen und Matrixzugabe schlieBt die 

25 Prozessierung ab, die fiir die 40 Tragerplatten noch einmal etwa 8 Stunden in Anspruch neh- 
men wird. 

Die Proben koimen in einem modemen Massenspektrometer mit automatischer Plattenzufuh- 
rung in einem Messtakt von nur zwei Sekunden vermessen werden, was etwa 48 Stunden 
Maschinenzeit ohne Personalzeit in Anspruch nimmt. Somit konnen 1536 genetische Finge- 
30 rabdrucke in nur zwei Personalschichten gemessen werden. 

Fachleute erwarten, dass sich dieses Verfahren der beschrSnkten Primerverlangerung mul- 
tiplexieren lasst; es ist bereits eine beispielhafte Zehnfachmultiplexierung veroffentlicht wor- 
den. Werden nur jeweils vier SNPs in einer Prozessierungsprobe gleichzeitig gemessen, so 
lassen sich damit uber 3000 genetische Fingerabdriicke in einer Personalschicht (8 Personal- 
35 stunden) und einem Maschinentag messen. 
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Ein Vorteil dieser Prozessiemng im stehenden Tropfchen liegt aber neben der Einsparung von 
Personaleinsatz auch in der Einsparung von Chemikalien und Enzymen. Die bisher angewand- 
ten PCR-Reaktionen waren auf Minimalvolumen von 5 Mikrolitem beschrankt. Damit ist eine 
Einsatzmenge von Polymerase verbunden, die sich nicht unterschreiten lasst und (wegen der 
5 Lizenzen fur PCR-Patente, die uber den Preis der Polymerasen eingetrieben werden) den Preis 
bestimmt. Mit dem erfindungsgemaflen Prozessieren lasst sich aber das Reaktionsvolumen - 
und damit auch der Chemikalienpreis - auf ein Zehntel oder weniger reduzieren. 

Jedem Fachmann auf dem Gebiet des Mikroprozessierens wird es mit den Kenntnissen tiber 
diese Erfindung und ihie Anwendung mOglich sein, seine speziellen BedOrfhisse an Prozessie- 
10 rungen mit den hier angegebenen Grundprinzipien zu verwirklichen, auch wenn die spezielle 
Art der Prozessierung hier nicht beschrieben sein soUte. 

Die in der vorstehenden Beschreibung, den Anspriichen sowie den Zeichnungen ofFenbarten 
Merkmale der Erfindung konnen sowohl einzeln als auch in beliebiger Kombination fiir die 
1 5 Verwirkiichung der Erfindung in ihren verschiedenen Ausftihrungsformen wesentlich sein. 
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Anspruche 

1 . Verfahren fur das Prozessieren von Probenmolekulen in kleinen Mengen von Flussigkei- 
ten, 

dadurch gekennzeichneU dass das Prozessieren in Trepfchen stattfindet, die frei auf lyo- 
5 philen Ankem einer ansonsten lyophoben Trageroberflache stehen oder an ihnen hangen. 

2. Verfahren nach Anspruch 1 , dadurch gekennzeichnet, dass die lyophilen Anker so prapa- 
riert sind, dass sie definierte Oberflacheneigenschaften zeigen. 

3. Verfahren nach Anspruch 2, dadurch gekennzeichnet, dass die lyophilen Anker mit 
Schichten prapariert sind, die die Probenmolekule immobilisieren kSnnen. 

10 4 . Verfahren nach Anspruch 3 , dadurch gekennzeichnet, dass die ImmobiUsierung reversibel 
ist. 

5. Verfahren nach Anspruch 2, dadurch gekennzeichnet, dass die lyophilen Anker mit 
Schichten prapariert sind, die Substanzmolekiile in die Losung abgeben oder Substanzen 
aus der LQsung entfemen. 

15 6. Trager mit lyophilen Ankem in lyophober Umgebung fur die Ausfuhrung des Verfahrens 
nach Anspruch 3 oder 4, dadurch gekennzeichnet, dass die lyophilen Anker mit Schichten 
belegt sind, die Probenmolekule reversibel oder nichtreversibel binden und damit mindes- 
tens zeitweise inmiobilisieren kOnnen. 

7. Trager mit lyophilen Ankem in lyophober Umgebung fiix die Ausfuhrung des Verfahrens 
20 nach Anspmch 5, dadurch gekennzeichnet, dass die lyophilen Anker mit Schichten belegt 

sind, die SubstanzmolekQle in die LQsung abgeben oder aus ihnen entfemen. 

8. Trager mit lyophilen Ankem in lyophober Umgebung auf einem Trager fur die Ausfuh- 
rung des Verfahrens nach Anspmch 1 bis 5, dadurch gekennzeichnet, dass in den Trager 
elektrische, optische, fluidische, akustische oder mikromechanische Elemente fiir die Pro- 

25 zessierung integriert sind. 

9. Trager mit lyophilen Ankem in lyophober Umgebung fiir die Ausfuhrung des Verfahrens 
nach Anspmch 1 bis 5, dadurch gekennzeichnet, dass die lyophilen Anker als optische 
Fenster oder Spiegel ausgebildet sind. 

10. Trager mit lyophilen Ankem in lyophober Umgebung fiir die Ausfuhrung des Verfahrens 
30 nach Anspmch 1 bis 5, dadurch gekennzeichnet, dass die Trager einen Deckel besitzen 

und dass im Deckel Zu- und Abftlhrungsleitungen fur Gase und DSmpfe enthalten sind, 
die die zugefuhrten Gase oder Dampfe in die Nahe eines jeden Tropfchens bringen. 

1 1 . Trager nach Anspmch 7 bis 10, dadurch gekennzeichnet, dass er die GroBe einer Mikroti- 
terplatte hat. 
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Fig. 3A, 3B und 3C 
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Fig. 4 
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Fig. 6A 




Fig. 6B 
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(57) Abstract: The invention relates to the processing of very small quantities of samples, i.e., carrying out chemical or enzymatic 

reactions, purification processes or analyses, in small quantities of liquids in the order of one microlitre and less, especially for very 
large numbers of samples in simultaneous processes. The aim of the invention is to reduce the container wall contact surfaces, which 
grow disproportionately with ±c smallest quantities of liquid, and their mainly disadvantageous influences by using standing (or 
hanging) droplets as microreactors for the processing. The droplets rest on easily wettable (lyophilic) anchors in surfaces which are 
otherwise not easily wettable (lyophobic), and therefore have a well-defined wall contact surface. The anchors can be passivated as 
desired or made surface-active, the latter in order to assist certain processing steps. It is also possible to integrate electrical, optical, 
fiuidic or other microstructured elements into the support to assist the processing. The invention relates to the basic method for 
processing in the droplets and to the supports configured accordingly. 

(57) Zusammenfassung: Die Erfindung betrifft das Prozessieren von klcinsten Probenmengen, also das Ausfuhren von chemischen 
Oder enzymatischen Reaktionen, von Aufreinigungen oder von analytischen Untersuchungen, in kleinsten ROssigkeitsmengen in der 
GroBenordnung von einem MiJcroUter und daiunter, insbesondere fur sehr groBe Anzahlen von Proben in simuitanen Prozessen, Die 
Erfindung besteht darin, die bei kleinsten Russigkeitsmengen disproportional wachsenden Behalterwandkontaktflachen mit ihren 
groBtenteils schadlichen Einflussen durch die Verwendung von siehendcn (oder hangenden) TrOpfchen als Mikroreaktoren fur das 
Prozessieren zu veiringem, wobei die Tropfchen auf benetzungsfreundlichen (lyophilen) Ankem in ansonsten benetzungsfeindlichen 
Gyophoben) 
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Oberfliichen aufsitzen und daher cine wohldefinieite Wandkontaktflache besiizen. Die Anker konnen in gewunschter Weise pas- 
sivien oder auch oberflachenaktiv gemacht werden. letzteres, um bestimmte Prozessiemngsschritte zu unierstUtzen. Es ist auch 
mogUch. elektrische, optische, fluidische oder anderc mikrostnikturierte Elemente in den Trager zu integrieren, um das Prozessieien 
zu unterstiitzen. Die Erfindung betrifft das grundlegende Verfahren der Prozessierung im aufsitzeaden Tropfchen und entspiechend 
ausgestaltete Trager. 
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